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1. RESUMEN

En las proximas décadas la poblacion mundial aumentara en 2.000 millones de
habitantes, que sumado a un agotamiento continuo de los recursos, alertan sobre la
necesidad de una alternativa sostenible de alimento, apostandose, entre otras opciones,
por el cultivo de peces marinos carnivoros, debido a sus ventajas productivas, su elevado
contenido en proteina altamente digerible y en acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga omega-3 LC-PUFA, EPA (20:5n-3) y DHA (22:6n-3). No obstante, por lo general,
estos animales no son capaces de sintetizar EPA y DHA desde sus precursores vegetales
de 18 carbonos (18C), por lo que deben ser suministrados directamente en su dieta, cuya
elaboracion a base de harinas y aceites procedentes de la pesca extractiva de pequefios
peces pelagicos marinos resulta insostenible. En el presente trabajo, se evalué como se ve
afectado el perfil y metabolismo lipidico de la lubina cuando reemplazamos en un 50%
el contenido graso de origen marino de un pienso comercial por aceite vegetal procedente
de Echium plantagineum L., carente en LC-PUFA, pero con un balance equilibrado de
acidos grasos precursores de 18C, omega-3 y omega-6. Las conclusiones obtenidas tanto
en el analisis del perfil de las clases lipidicas y acidos grasos como en el seguimiento
metabolico radiactivo de enterocitos y hepatocitos sugieren que, a pesar de que se ha
detectado cierta actividad A6, esta es insuficiente, estando especialmente inactiva en el
paso de EPA a DHA. No obstante, la dieta de Echium no generé disminuciones
significativas de EPA y DHA en hepatocitos y enterocitos, lo que sugiere que el uso de
un perfil equilibrado omega-6/omega-3 como el del Echium platagineum favorece la
preservacion de EPA y DHA en los tejidos, promoviendo la sostenibilidad ambiental en

la dieta de un pez carnivoro como la lubina.

Palabras clave: LC-PUFA, EPA y DHA, Echium plantagineum, metabolismo lipidico,
lubina, sostenibilidad ambiental.

2. ABSTRACT

In the coming decades, the global population will increase by 2 billion inhabitants,
what added to the continuous depletion of resources, warns up the need to search a
sustainable food alternative, betting, among others, for the cultivation of carnivorous
marine fish, due to their productive advantages and its high protein value and high
contents in long chain polyunsaturated omega-3 fatty acids (LC-PUFA) EPA (20:5n-3)
and DHA (22:6n-3). However, in general, marine fish are not able to synthesize EPA and
DHA from their vegetable precursors of 18C, so they must be directly supplied in their




diet, whose elaboration based upon the extraction of marine pelagic fish, is unsustainable.
In the present work, it was evaluated how it affects the profile and lipid metabolism of
European seabass when it is replaced 50% of the fat content of marine origin of a
commercial feed, with a vegetable oil from Echium plantagineum L., lacking in LC-
PUFA, but with a well-balanced of omega-3 and omega-6 C18 fatty acid precursors. The
conclusions in the analysis of the enterocytes and hepatocytes lipid classes and fatty acids
profiles as well as in the metabolic trazability of radioactive fatty acids, suggest that,
although certain A6 activity has been detected, this is particularly inactive in last step
from EPA to DHA. In spite of this, the Echium diet did not generate significant decreases
of EPA and DHA in hepatocytes and enterocytes suggesting that the use of a balanced
omega-6 / omega-3 profile such as that of Echium platagineum may help the preservation
of EPA and DHA in fish tissues and improves the environmental sustainability of the diet

for a carnivorous fish such as the European seabass.

Key words: LC-PUFA, EPA and DHA, Echium plantagineum, lipid metabolism,

European seabass, environmental sustainability.

3. INTRODUCCION

3.1 Situacién actual de la acuicultura.

Se estima que para el afio 2050, la poblacion aumentara en 2.000 millones de habitantes,
que sumado al agotamiento continuo de los recursos, alertan sobre la necesidad de la
busqueda de una alternativa sostenible de alimento, apostandose, entre otras, por el

cultivo de peces marinos carnivoros (FAO, 2018).

La acuicultura alcanzé en 2016 los 110,2 millones de toneladas, superando ya a la pesca
extractiva en consumo directo, con unas 580 especies diferentes cultivadas. El sector
acuicola es liderado por China, seguida de varios paises asiaticos, siendo las primeras
especies producidas las algas Laminaria y Euchema y varias especies de carpa. La
acuicultura europea, sin embargo, tiene un caracter mas tecnologico y crece a un ritmo
mas lento, siendo el mejillon, el salmdn atlantico y la trucha arco iris las principales
especies producidas, seguidas de lubina, dorada y rodaballo (Ifiarra et al., 2018; Apromar,
2018).

Segun los datos recogidos en 2016 por la Asociacion Empresarial de Acuicultura de
Espafia (Apromar) nuestro pais se sitda entre los 20 paises con mayor produccién acuicola

del mundo y el primero de Europa, seguido por el Reino Unido y Francia (FAO, 2018),




siendo uno de los sistemas de cria mas exitosos en los uUltimos afios el de Lubina
(Dicentrarchus labrax) que supera en un 9,1% la produccion del afio anterior en adultos
y enun 12,7% la de juveniles, catalogandose también como la primera especie marina no

salmdnida que se cultivé comercialmente en Europa (FAO, 2018; Apromar, 2018).
3.2 Busqueda de fuentes alternativas sostenibles en las dietas animales.

Las dietas tradicionales de los peces carnivoros suplen con éxito los requerimientos
nutricionales de &cidos grasos omega-3 (n-3) de cadena larga (LC-PUFA, del inglés
Long-Chain Polyunsaturated Fatty Acid), EPA (20:5n-3) y el DHA (22:6 n-3), esenciales
para el correcto desarrollo de multitud de funciones fisioldgicas de vital importancia en
estos animales (Sanz et al., 2009). Sin embargo, estas dietas resultan un 50% mas caras
que las de la ganaderia (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2019) y estan
compuestas, en su mayoria, por harinas y aceites de pescado, extraidos de la captura de
pequefios peces pelagicos que sufren sobreexplotacion, generando, por tanto, un impacto

significativo sobre el medio marino (Hasan & Soto, 2017).

El rendimiento de la acuicultura en relacion con el pescado silvestre que es transformado
en pienso se mide mediante el indice FIFO (ratios de kg de pescado extraido/ kg de
pescado producido), utilizandose muchas veces méas pescado como alimento del que se
produce (Naylor et al., 2009; Hasan & Soto, 2017). Por consiguiente, uno de los retos
mas importantes, sera el desarrollo de materias primas y tecnologias capaces de reducir
al minimo este ratio FIFO. Desde hace unos afios, se estan haciendo importantes avances
como el uso de desechos de subproductos de pesca para la elaboracion de piensos en
acuicultura (Ifiarra et al., 2018), y sobre todo, dietas con mayor proporcion de aceites
vegetales (Apromar, 2018). Sin embargo, estos aceites no abastecen la necesidad
nutricional lipidica de los peces carnivoros, puesto que carecen de EPA y DHA. Ademas,
por lo general, la mayoria de estos aceites proceden de semillas de oleaginosas, con altas
proporciones de LA (linoleico, 18:2 n-6), y menores proporciones de ALA (linolénico,
18:3 n-3) y OL (oleico, 18:1 n-9), produciendo importantes alteraciones metabdlicas que
quedan reflejadas a nivel de muasculo, haciendo que el pescado pierda valor nutricional y
afectando negativamente al bienestar y estado de salud de los ejemplares (Diaz-Lo6pez,
2010; Apraku et al., 2019). Para evitar esto, se utilizan las denominadas dietas ‘‘a
término’’, practica que consiste en devolverle al animal su dieta marina tradicional (rica

en omega 3 LC-PUFA) después de haberle administrado una dieta vegetal durante un




tiempo determinado, regenerando justo antes de su comercializacion, las deficiencias
inducidas (Diaz Lopez, 2010).

En definitiva, se trata de encontrar fuentes alternativas méas sostenibles, que sean ademas
de alta palatabilidad y digestion, disminuyendo el impacto ejercido sobre los ecosistemas
marinos, sin mermar el estado de salud y bienestar de los ejemplares de cultivo ni la
calidad del producto final (Apromar, 2018; FAO, 2018).

3.3 Importancia del consumo de pescado y de los acidos grasos omega 3 de
cadena larga LC-PUFA.

El pescado, por lo general, contiene todos los aminoacidos necesarios para el desarrollo
y mantenimiento de los tejidos humanos (lzquierdo et al., 2001). Pero los principales
beneficios descritos para la salud humana radican en la alta cantidad de 4cidos grasos
omega 3 EPA y DHA, que poseen estos animales, también presentes en algas marinas,

pero en cantidades bastante inferiores (Zarate et al., 2017).

Entre las propiedades beneficiosas y funciones del EPA y DHA nos encontramos: efectos
cardiovasculares antitrombicos, y antiarritmicos, modulaciones del nivel de colesterol
total y el VLDL-C (previniendo la aterosclerosis), reduccion de la concentraciéon de
triglicéridos en plasma, potenciacion del sistema inmune, capacidad de corregir
problemas visuales y de disminuir la incidencia de enfermedades neurodegenerativas,
mejorando las capacidades cognitivas y participando de manera activa en la formacion y
desarrollo del sistema nervioso. Son precursores de compuestos eicosanoides Yy
docosanoides con efectos antiinflamatorios y de prostanoides, que facilitan la transmisién
de sefiales en el sistema nervioso central. Constituyen, a su vez, mas del 30% de la
estructura lipidica del cerebro y de las células fotorreceptoras de la retina, representando
el DHA un 40% del total de los PUFA en las células cerebrales y 2/3 de los lipidos
presentes en la membrana de los conos y bastones. Intervienen también en la regulacion
del ciclo suefio-vigilia, reduciendo las condiciones de estrés y hostilidad y aumentando la
eficacia hacia tratamientos contra la depresion, demencia, diabetes tipo 2, cancer, colitis
ulcerativa, enfermedad de Crohn, obstruccidén pulmonar crénica, enfermedades renales,
psoriasis y artritis reumatoide (Lee et al., 2016; Zarate et al., 2017). Ademas, se ha
estimado que de la madre al feto se transmiten alrededor de 600 mg de DHA/dia durante
una gestacion a téermino (Gltimo trimestre), por lo que la dieta de la madre antes de la
concepcidn es de vital importancia, pues determinara la cantidad de DHA que se transmita

al sistema nervioso central del feto (Valenzuela et al., 2013; Voortman et al., 2015).




Aunque nuestros requerimientos de grasas omega-3 varian con la edad, algunas
organizaciones de la salud recomiendan una dosis diaria de 250 a 500 miligramos (mg)
de EPA y DHA para adultos sanos (3-4 raciones de pescado semanales), siendo la dosis

superior en madres gestantes (Zarate et al., 2017).

Los &cidos grasos poliinsaturados mas abundantes en el medio terrestre (especialmente
en vertebrados herbivoros terrestres), son los &cidos grasos omega 6 (n-6) PUFA, siendo
uno de los mas representativos el LC-PUFA ARA 20:4 n-6 (4cido araquiddnico), que a
diferencia de los n-3, posee funciones procoagulantes, proinflamatorias y
vasoconstrictoras, antagonistas a las descritas para el EPA y DHA (Schmitz & Ecker,
2008).

Se estima que, para producir un efecto 6ptimo en la salud, debemos tener un equilibrio
aproximado 5:1 (ARA: EPA), pero debido al excesivo consumo actual, por parte de la
poblacion occidental, de carne de herbivoros alimentados con piensos de semillas de
oleaginosas y productos terrestres procedentes de dichas semillas (cereales, pastas,
etc...), este balance omega-6/omega-3 ha llegado a alcanzar la preocupante cifra de 25:1
(Cortés et al., 2013). Ante esto, nos encontramos en una situacion metabdlica
proinflamatoria obvia, que esta favoreciendo la aparicion de patologias cardiovasculares

cada vez mas evidentes en la poblacion occidental (Chung & Cho, 2015).
3.4 Biosintesis y metabolismo de los acidos grasos LC-PUFA.

De manera mas especifica, se define como LC-PUFA a aquel &cido graso que posee un
namero mayor o igual a 20 &tomos de carbonos (C20) con 2 0 mas insaturaciones, teniendo
la primera insaturacién en la posicion 3 con respecto al metilo terminal de la cadena
hidrocarbonada (carbono omega; ® o n), en el caso de los omega-3 (n-3), 0 en la posicion
6, en el caso de los omega 6 (n-6) (Stryer, 2007; Nelson & Cox, 2009). EI EPA, ARA 'y
DHA, se almacenan en forma esterificada, preferentemente en fosfolipidos de membrana,
y pueden ser movilizados o hidrolizados de éstos por la fosfolipasa A2 o por las
glicerolipasas, cuando forman parte de los triglicéridos, para dar lugar a nuevas

estructuras de membrana o para formar eicosanoides (Saini & Keum, 2018).

Las microalgas, y muchas macroalgas marinas son los organismos por excelencia capaces
de sintetizar los LC-PUFA de novo (Lee et al., 2016), sin embargo, en vertebrados, la
sintesis de EPA, DHA y ARA empieza a partir de sus precursores de 18 carbonos, el acido

linoleico LA, 18:2n-6 (para los n-6) y el &cido linolénico ALA 18:3n-3 (para los n-3). Las




enzimas encargadas de la biosintesis de ARA, EPA y DHA desde LA y ALA son las
elongasas (Elolv), que catalizan una reaccion de condensacion, ampliando en dos
carbonos la cadena de acido graso, y las desaturasas (A), que afiaden un doble enlace al
acido graso. Estas enzimas acttan inespecificamente para sustratos homologos omega-6
u omega-3, estando su reaccion mas optimizada hacia los n-6 en el medio terrestre y hacia

los n-3 en el medio marino (Tocher, 2003; Castro et al., 2016).

La capacidad de biosintesis de ARA, EPA y DHA depende de la propia dotacion genética
que codifica para las elongasas (Elolv) y desasturasas (A) y de su expresion en los
distintos tejidos, siendo el ambiente donde se encuentren y los habitos alimenticios
factores muy determinantes de estas capacidades (Castro et al., 2016). Todos los
vertebrados son capaces de sintetizar 18:1 n-9 (OA, acido oleico), sin embargo, solamente
las plantas y los microorganismos pueden seguir desaturando este acido graso hasta LA
y ALA, mientras que los vertebrados tienen esta ruta bloqueada al carecer de A12 y A15
(Castro et al., 2016; Tocher, 2003).

OA (18:1n-9)
l D12D (Lower eukaryotes, nematode & plants)

w3D (Lower eukaryotes, nematode & plants)
LA (18:2n-6) — ALA (18:3n-3)

Elongasy l D6D D6D l \Elongase

w3D (Lower eukaryotes, nematode & plants)
20:2n-6 GLA (18:3n-6) — SA (18:4n-3) 20:3n-3

l Elongase Elongase l
D8D D8D

w3D (Lower eukaryotes & nematode)
DGLA (20:3n-6) —_— ETA (20:4n-3)

l D5D D5D l

w3D (Lower eukaryotes & nematode)

ARA (20:4n-6) —_— EPA (20:5n-3)
l Elongase Elongase l
Elongase Elongase
24:4n-6 G ADA (22:4n-6) w-3 DPA, 22:5n-3 e 24:5n-3
- Microsomal- Microsomal- a
D6D : peroxisomal i D4D (Lower eukaryotes, D4D l peroxisomal : DéD
v coupled pathway marine vertebrates, & mammals) coupled pathway ¥/
(Mammals) < (Mammals)
24:5n-6 e w-6 DPA (22:5n-6) DHA (22:6n-3) Coveoe 24:6n-3
B-oxidation B-oxidation

Figura 1. Metabolismo de los LC-PUFA desde sus precursores (Lee et al., 2016)

En principio, a partir del LA, ocurre una A6 desaturacion, después una Elovl 5 elongacion
y al final una A5 desaturacion, que da lugar al ARA. Alternativamente, puede darse
primero una Elovl 5 elongacion, después una A8 desaturacion y al final una A5

desaturacion, dando también ARA, siendo las mismas enzimas las que convierten el ALA

——
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| —



en EPA. En la via n-3, a partir del EPA ocurre ademas una elongacion Elovl 5 (4 6 2) y
se produce el DPA, el cual puede tomar la via A4 desaturacion y transformarse en el DHA
(22:5 n-3) (mas rara en vertebrados) o la otra via (ruta de Sprecher) méas habitual,
produciéndose una elongacién Elovl 2 (6 4) , seguida de una A6 desaturacion y una
escision posterior de 2 carbonos por f-oxidacion en los peroxisomas, generandose
finalmente el DHA (véase figura 1) (Nelson & Cox, 2009; Stryer, 2007).

Las plantas terrestres no poseen la maquinaria enzimatica para sintetizar EPA ni DHA,
ya que su ruta de biosintesis se detiene en sus precursores de 18 carbonos, LAy ALA
(Lee et al., 2016). Por ello, en los ambientes terrestres, son los animales herbivoros
quienes tienen la maquinaria necesaria para realizar este proceso de produccion de LC-
PUFA, pero debido a que la genética en el medio terrestre estd optimizada hacia la ruta
n-6 (Castro et al., 2016), la proporcion de ARA es la que se hace mas relevante, siendo la
sintesis de EPA y DHA significativamente inferior. En el medio acuatico, sin embargo,
nos encontramos el caso contrario, donde la maquinaria estd mas optimizada hacia la via
n-3, no obstante, hay diferencias con respecto a la dindmica metabdlica en el medio
dulceacuicola y marino: en la cadena tréfica del primero, nos encontramos una mayor
cantidad de los precursores de 18 carbonos (LA 'y ALA) que de ARA, EPA y DHA, por
lo que esta presion evolutiva ha desencadenado que muchos de los peces de este medio
tengan cierta capacidad de producir EPA y DHA a partir de sus precursor ALA (Sargent
etal., 1999). En el caso del medio marino, los niveles de n-3 LC-PUFAs son relativamente
abundantes en comparacion con sus precursores, especialmente porque su produccién
tiene lugar de manera activa en muchas microalgas, por lo que, por lo general, la
maquinaria biosintética de los teledsteos marinos carnivoros estd muy limitada por la
incorporacion de los LC-PUFA directamente en su dieta a través de la cadena trofica
desde los vegetales marinos (Sargent et al., 1999; Oboh et al., 2017). En el ser humano,
la biosintesis de DHA a partir de EPA es insuficiente, y la sintesis neta de DHA a partir
de ALA es menor del 0,2%, es decir, que de 100 gramos de ALA, sélo convertimos 0,2
gramos en DHA (Valenzuela et al., 2013; Lacombe et al., 2018). Si a este hecho se le
suma el actual consumo en exceso de productos terrestres y nuestra tendencia genética
hacia la sintesis de n-6, generamos un desequilibrio que no somos capaces de suplir con
nuestra ruta anabdlica (Zarate et al., 2017), lo que hace ain mas imperativa la necesidad
de un aumento, por parte de la poblacién occidental, del consumo de productos marinos

como fuente de acidos grasos n-3 LC-PUFA.




4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

Realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos del perfil y metabolismo lipidico de
hepatocitos y enterocitos aislados de Lubinas, Dicentrarchus labrax (L.), evaluando su
capacidad para producir EPA y DHA a partir de sus precursores tras la administracion de
una dieta experimental sustituida al 50% con aceite de Echium plantagineum (L). Se
pretende comparar si estos perfiles y actividades metabdlicas difieren significativamente
cuando administramos una dieta comercial (control), la dieta experimental descrita, o

incluso, cuando reponemos la dieta marina comercial.

La finalidad ultima es disminuir el indice FIFO sin afectar negativamente al metabolismo

lipidico, salud y valor nutricional de los ejemplares.
4.2 Objetivos especificos

- Comparar el perfil lipidico (clases lipidicas y acidos grasos) de hepatocitos y enterocitos
aislados de las lubinas a las que se les han suministrado las tres dietas (control, Echium y

Echium-control).

- Comparar el patrén de incorporacion radiactiva de los acidos grasos 18:2n-6, 18:3n-3 'y
EPA marcados con C'* en el lipido total y las clases lipidicas de los hepatocitos y

enterocitos aislados de los ejemplares de lubinas en los tres tratamientos dietarios.

- Comparar la capacidad de los hepatocitos y enterocitos para elongar/desaturar los acidos
grasos 18:2n-6, 18:3n-3 y EPA marcados con C**y producir ARA, EPA y DHA.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Disefio experimental

En el presente estudio se partid de extractos de lipidos y de datos de perfiles lipidicos de
hepatocitos y enterocitos de lubinas sacrificadas tras 7 meses de experimentacion,

siguiendo el disefio experimental que se describe a continuacion.

Se partio de lubinas de unos 150 gramos de peso medio procedentes de una empresa local
de engorde de peces en Santa Cruz de Tenerife, que se transportaron al IEO de Santa Cruz
de Tenerife y se mantuvieron en aclimatacion en las instalaciones en tierra, alimentandose
con una dieta comercial (dieta control), DC, durante 4 semanas. Posteriormente, fueron
distribuidos homogéneamente en 9 tanques troncoconicos de 500 L, con agua de mar

filtrada (35 %o), con aireacion y renovacion constante y bajo fotoperiodo natural. A 3 de




estos tanques se les siguio alimentando con esta dieta comercial, rica en n-3 LC- PUFA,
mientras que los 6 tanques restantes fueron alimentados con una dieta experimental, DE,
formulada con un 50% de aceite de pescado y un 50% de aceite de Echium, pobre en n-3
LC-PUFA yricaen 18:2n-6, 18:3n-3, 18:4n-3 y 18:3n-6. A los 4 meses de alimentacion,
a 3 de los tanques que seguian esta dieta DE, se les retorno6 a la DC (“lavado” de 3 meses),
contandose entonces con este tercer grupo, el experimental-control, DEC. La duracién
total del experimento fue de 7 meses, tomandose 6 individuos por tratamiento (n=6). A
pesar de que a lo largo del periodo de experimentacion se realizé un control de la ingesta,
crecimiento, supervivencia y estado de salud de los ejemplares, (que no se vieron
afectados negativamente por los tratamientos) en este trabajo so6lo trataremos los datos
relacionados con el perfil y metabolismo lipidico de hepatocitos y enterocitos aislados, y

Dle‘ta control

tomados en el séptimo mes.

|

— 4 meses
Dieta experimental - Dieta control El ’

|

Dieta experimental-control EI Dieta EI Dieta control [

Experimental —
I Sacrificio y obtencién
de muestras (n=6)
Figura 2. Disefio experimental

5.2 Piensos

La DC consistia en un pienso extruido de engorde (3 mm) para lubina, de uso comercial,
producido por la empresa Skreting S.A 'y fabricado fundamentalmente con aceite y harina
de pescado, presentando un alto porcentaje de n-3 LC-PUFA. Por otro lado, el pienso DE
consistia en un pienso peletizado, también de 3 mm, formulado y fabricado por el grupo
de nutricion del Instituto de Acuicultura de la Universidad de Stirling (Escocia).
Nutricionalmente hablando, ambas dietas eran isoproteicas e isolipidicas, donde el 50%
del aceite de pescado fue sustituido en la dieta DE, por aceite de Echium, carente de n-3
LC-PUFA. El aceite de Echium fue adquirido en la empresa Goerlich Pharma Espafia y
producido mediante el prensado en frio de semillas de Echium plantagineum.




5.3. Aislamiento celular e incubacién con [1-14C] 18:2n-6, 18:3n-3 y EPA

Todo el proceso descrito a continuacion se realizo en presencia de hielo para evitar la
degradacion de los tejidos. El protocolo seguido en el laboratorio para el aislamiento de
los enterocitos y hepatocitos fue el establecido por Rodriguez et al., 2002, con ligeras
variaciones. En primer lugar, los tejidos fueron limpiados y troceados en solucion
fisiologica Hanks balanced salt solution y colagenasa con el objetivo de disgregar los

mismos y aislar las células.

Una vez testada bajo microscopia dptica la integridad y viabilidad celular de la suspension
resultante, ésta era repartida en Flasks de cultivo celular, donde se incubaron 6 mL de
suspension celular de cada tejido en medio M199/NaCl (BioSigma) con 0,20 puCi de cada
acido graso radiactivo, durante 2 horas. Los &cidos grasos elegidos fueron [1-}4C] 4cido
linoleico (18:2n-6, LA), y [1-1*C] &cido linolénico (18:3n-3, ALA) (PerkinElmer, Inc.,
USA) como &cidos grasos precursores de los n-6 y n-3 LC-PUFA, respectivamente. El
[1-14C] 4cido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) fue usado en los cultivos también como
precursor mas inmediato del DHA. Para ambos tejidos, se utiliz6 ademéas un cultivo

control de 6 mL de la suspension celular sin afiadir ningin acido graso.
5.4. Extraccion lipidica de los cultivos celulares

Después de 2 horas de incubacion y tras el lavado de las células para eliminar el radiactivo
no incorporado, se procedio a la extraccion de los lipidos segin el método Folch (1957),
adaptado por Christie (Christie, 2003). Previamente, se tomaron alicuotas de 100 pL de
cada suspension celular, que fueron almacenadas a -70°C hasta el momento de la
determinacion de su contenido en proteina por el método de Lowry (Lowry et al., 1951),
con el fin de expresar los datos lipidicos por mg de proteina.

Siguiendo el protocolo de Christie, el resto de cada suspension se mezclé en un tubo de
cristal con 8 mL de cloroformo-metanol (2:1, v/v) con 0,01% de hidroxitolueno butilado
(BHT) como antioxidante, y 2 mL de KCI. Se evaporo totalmente el cloroformo-metanol
de la fase inferior y se obtuvo el peso del lipido total por gravimetria. El extracto fue
disuelto a una concentracion conocida de 10 mg/mL en cloroformo-metanol (2:1, v/iv) y

almacenado a -20°C hasta su posterior analisis de clases lipidicas y acidos grasos.
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5.5 Determinacion de las clases lipidicas de hepatocitos y enterocitos control

La separacion de las diferentes clases lipidicas del lipido total se llevé a cabo mediante
cromatografia en capa fina de alta resolucion en placas de HPTLC (High-performance
thin-layer chromatography) mediante un doble desarrollo unidimensional (Olsen &
Henderson, 1989). Como fase mdvil, se utilizé primero una disolucion para separar los
lipidos polares, consistente en isopropanol, cloroformo, metilacetato, metanol y KCI al
0,25% (5:5:5:2:1,8 en volumen). Una vez desarrolladas las placas hasta la mitad, se
introdujeron en vacio para eliminar todo resto de solventes. Posteriormente, se prepard
otra fase mavil para separar los lipidos neutros consistente en hexano, éter y acido acético
(20:5:0,5), desarrollando las placas hasta su parte superior, para separar las clases

lipidicas neutras.

Una vez desarrolladas las placas, se tifieron de forma homogénea con una solucion de
acetato cuprico y acido ortofosforico en metanol y se quemaron en una estufa a 160°C
durante 15 minutos. Las placas se escanearon en el CAMAG TLC Visualizer (CAMAG,
Muttenz, Suiza) mediante el software winCATS version 1.4.4 para determinar las bandas
de las diferentes clases lipidicas por densitometria con patrones conocidos, incluidos
junto con las muestras en las placas de HPTLC. Su procesamiento y cuantificacion se
realizd6 mediante el software VideoScan version 1.02, de forma que se obtuvo la

proporcién de cada clase lipidica de la muestra.
5.6 Perfil de acidos grasos de hepatocitos y enterocitos control.

Se realizé la transmetilacion de una cantidad del extracto lipidico (1 mg), con el objetivo
de hidrolizar y metilar los acidos grasos desde las clases lipidicas donde se encontraban
esterificados, obteniéndose asi los ésteres metilicos de &cidos grasos (del inglés Fatty acid
methyl esters; FAMES) que poseen mayor volatilidad que los &cidos grasos libres,
pudiendo ser analizados por cromatografia de gases (Christie, 2003). Para cuantificar la
cantidad de &cidos grasos en valor absoluto, se afiadio a las muestras un 5% de estandar
interno (19:0).

La purificacion de los ésteres metilicos se llevd a cabo por cromatografia en capa fina
TLC (de 20 cm x 20 cm x 0,25 mm), utilizando como fase movil una mezcla de hexano,
éter y acido acético (90:10:1, v/v/v). Una vez desarrolladas las placas, se tifieron con
iodina (al 1% en cloromorfo) por el lateral donde se encuentra el estandar y en la parte
superior donde se ubica el BHT, pudiendo de esta forma localizar la ubicacion de los
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FAMESs. Estos fueron extraidos de la placa raspando el gel de silice y afiadiéndoles
hexano:éter (1:1, v/v) para solubilizarlos. Una vez retirada la silice, los FAMEs fueron
disueltos en n-hexano y almacenados en viales de cristal, bajo atmdsfera de nitrégeno,
hasta su posterior identificacion mediante un cromatégrafo de gases (TRACE-GC
Thermo Scientific, Milan, Italia) y el software ChromQuest 5.0. La resolucion de los
FAMEs por el cromatdgrafo se consigue gracias a un horno con una programacion de
tiempo y temperatura crecientes, que separa los acidos metilados en funcion de su
temperatura de fusion (Tm) y polaridad, cuya programacion esta disponible en Diaz-
Lopez, 2010. La identificacion de cada acido graso se realiz6 con ayuda de un patrén
consistente en una mezcla de aceites de pescado y estandares comerciales con
composicion y tiempos de retencion conocidos. El contenido de cada &cido graso en las
muestras fue expresado en porcentaje de area, si bien, la inclusion de un 5% del 19:0 en
el proceso de transmetilacion, permitié también establecer el contenido absoluto de cada

acido graso en la muestra.

5.7 Incorporacion de los &cidos grasos radiactivos al lipido total en

hepatocitos y enterocitos.

Una décima parte del extracto del lipido total (1/10) se alicuoto en viales de centelleo y
se les afiadié 4,5 mL de liquido de centelleo para proceder a la determinacion de la
radiactividad incorporada, medida en DPM (desintegraciones por minuto). La radiacion
B emitida se cuantifico en un contador de centelleo liquido (TRI-CARB 4810TR, Perkin
Elmer, Singapur). Los resultados obtenidos en DPM se transformaron en pmol de acido
radiactivo/mg proteina/h (pmol.mg pp1.h™1), teniendo en cuenta la actividad especifica de
cada &cido graso, el contenido de lipido total, la cantidad de proteina asociada y el tiempo

de incubacidn con los correspondientes acidos grasos radiactivos.

5.8 Esterificacion del acido graso radiactivo incorporado en las distintas

clases lipidicas del hepatocito y enterocito.

Para la separacion de las clases lipidicas de las muestras radiactivas se aplico la misma
metodologia empleada con las células control, salvo que, una vez desarrolladas las placas,
se tifieron primero con una solucion de iodo (1% iodo/cloroformo) para facilitar la
localizacion y procesamiento de las bandas radiactivas. Posteriormente, se introdujeron
las placas en un casete cerrado (Exposure Cassete-K, BioRad, Madrid, Espafia) y en
oscuridad, con una ldmina sensible a la radiactividad (Imaging Screen-K, Biorad, Madrid,

Espafia) separada por una lamina de aluminio. Transcurridas dos semanas, se procedio a
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escanear las imagenes obtenidas con un sistema de adquisicion de imagen (Molecular
Imager Fx, BioRad, Madrid, Espafia) y a su procesado con el software Quantity One
version 4.5.2, obteniéndose asi la distribucion relativa de la radiactividad incorporada en

cada clase lipidica.

5.9 Elongacion y desaturacion del acido graso incorporado en el hepatocito

y enterocito.

Se siguid la metodologia de transmetilacién descrita para las muestras control, salvo que,
en este caso, no se incluyd estandar interno. Para realizar la separacion de los acidos
grasos marcados radiactivamente por TLC, se usG cromatografia de argentacion con
nitrato de plata, consistente en la impregnacion las placas con una solucion de 2 gramos
de nitrato de plata en 20 mL de acetonitrilo y su posterior activacion durante 30 minutos
a110°C (Wilson & Sargent, 1992). Se afiadio también en el lateral de la placa una mezcla
de FAMEs, que contenian cada uno de los sustratos y otros acidos grasos radiactivos, a
modo de estandar externo. Las placas se desarrollaron en tolueno/acetonitrilo (95:5, v/v),
siendo posible separar los acidos grasos seguin su longitud de cadena y grado de

insaturaciéon (Wilson & Sargent, 1992).

Para visualizar las bandas radiactivas separadas, se siguid la metodologia descrita en el
apartado anterior, por exposicion de la TLC a la lamina sensible a radiacion . Cada banda
se identificd con ayuda del patron externo de composicion conocida y acorde a su
posicién relativa a otras bandas, expresandose el resultado de cada &cido graso marcado

en porcentaje de area (Rodriguez et al., 2002).
5.10 Determinacion del contenido proteico de los hepatocitos y enterocitos.

Para cuantificar el contenido de proteina se utilizo el método descrito por Lowry et al.,
(1951). Se incubaron las alicuotas recogidas de los cultivos celulares en una solucion
digestora (0,25% SDS + 1M NaOH) a 60°C durante 1 hora. Una vez desestructurada la
célula y digerida la proteina, se hace reaccionar con cobre y reactivo de Folin. EI cobre
produce un complejo con el nitrogeno del enlace peptidico y el reactivo de Folin es
reducido por la tirosina y triptéfano, de tal manera que se forma un complejo coloreado
que se puede medir por espectrofotometria, ademas, se realiza una curva patron de
concentraciones proteicas conocidas (con albimina) para extrapolar la concentracion de
nuestra muestra. La lectura se lleva a cabo mediante un lector de placas (Thermo

Scientific Appliskan, Vantaa, Finlandia) con el software Appliskan 2.3.
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5.11 Andlisis estadistico.

Se realiz6 una prueba t de muestras independientes para determinar si habia diferencias
en la composicion de acidos grasos entre los dos tipos de piensos. Se evaluaron los valores
atipicos por inspeccion de los diagramas de caja para cada grupo. La normalidad se
verificd por medio del test de Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de varianzas por medio
de la prueba de Levene. En los casos donde no se verifico la normalidad se hizo uso el
test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Se realiz6 un ANOVA de una via para determinar el efecto de los diferentes tipos de dieta
sobre las clases lipidicas y FAMEs. Las dietas se clasificaron en tres grupos: Dieta control
(n = 6), Dieta experimental (n = 6) y Dieta experimental-control (n = 6). Al igual que en
la prueba t, se evaluaron los valores atipicos, la normalidad y la homocedasticidad. Para
el analisis post-hoc de pares de media se utilizo el test de Tukey. En los casos donde no
se verifico la homocedasticidad se hizo uso de las transformaciones arcsen y logaritmo
para estabilizar la varianza. De la misma manera, cuando dichas transformaciones no
surtieron efecto, se aplicaron los test de Welch y de Brown Forsythe. En este Ultimo caso,
para el estudio post-hoc de medias, se aplicaron los test T3 de Dunnett y T2 de Tamhane.
Para los casos donde no se verificd la normalidad, se hizo uso del test no paramétrico de
Kruskal-Wallis y las comparaciones multiples por pares se llevaron a cabo por medio de
la U de Mann-Whitney con correccion de Bonferroni. La evaluacion del comportamiento
de los acidos grasos control se llevé a cabo mediante un analisis de componentes
principales (PCA). Previamente, con el fin determinar si los datos eran factorizables, se
estudio la matriz de correlacion, la medida general de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) y la
prueba de esfericidad de Bartlett, cuyos resultados justifican la aplicacién de la técnica.
Para mejorar la interpretabilidad de las componentes se hizo uso de la rotacién ortogonal

Varimax.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el software IBM SPSS Statistics 25
software, USA. En todo el texto se considera un valor de p <0,05 como estadisticamente

significativo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Andlisis de la composicidn lipidica de los piensos.

Observando la tabla 1, vemos que la dieta DC (pienso comercial) aporta una mayor
cantidad de &cidos grasos saturados (SFAs), donde destaca el 4cido palmitico (16:0). La
dieta DE (pienso Echium), por otro lado, posee una proporcion significativamente mayor
de monoenos (MUFAS), donde destacan el 20:1n-9 y el 22:1n-11, encontrandose en una

proporcién 5y 6 veces mayor, respectivamente, que en la dieta DC.

Tabla 1. Comparacion del contenido en acidos grasos, expresado en % de area, de los piensos DC

y DE, analizados mediante la prueba de comparacion de medias t de Student.

Acidos grasos Pienso comercial Pienso Echium

SFAs*** 27,41 + 0,26 17,32+ 0,36

16:0*** 17,37 + 0,19 11,15 + 0,21

MUFAs*** 23,54 + 0,14 33,08 + 0,69
16:1 n-7*** 5,09 + 0,05 3,24 £ 0,05

18:1 n-9 12,26 + 0,12 12,41 + 0,27
20:1 n-9 0,95 + 0,05 5,51 + 0,13
22:1 n-11*** 0,84 + 0,02 6,82 + 0,32

n-6 PUFAs*** 20,10 + 0,10 19,01 + 0,03

18:2 n-6*** 18,73 + 0,05 13,84 + 0,05
18:3 n-6* 0,18 + 0,02 4,51 + 0,07
20:2 n-6 0,16 + 0,02 0,16 £ 0,01
20:3 n-6* 0,09 + 0,00 0,04 + 0,00
20:4 n-6*** 0,61 + 0,01 0,31 +0,01
22:4 n-6* 0,10 + 0,02 0,05 + 0,01
22:5 n-6*** 0,24 + 0,02 0,10 + 0,01

n-3 PUFAs** 25,74 + 0,16 29,89 + 1,06

18:3 n-3*** 2,42 + 0,08 13,66 + 0,26
18:4 n-3*** 1,77 + 0,05 5,27 £ 0,25
20:3 n-3 0,07 + 0,01 0,07 £ 0,01
20:4 n-3*** 0,44 + 0,01 0,29 + 0,01
20:5 n-3*** 9,35 + 0,01 4,16 + 0,21
22:5 n-3*** 0,99 + 0,01 0,46 + 0,02
22:6 N-3*** 10,32 + 0,03 5,79 + 0,33

n-3 LC-PUFA*** 21,55 + 0,04 10,95 + 0,58
n-3/n-6*** 1,28 + 0,01 1,57 + 0,05
ARA/EPA** 0,07 + 0,00 0,07 £ 0,00
DHA/EPA*** 1,10 + 0,00 1,39+ 0,01

% de lipido en peso seco* 17,11 +0,24 19,17 +1,13

Contenido total (g ac. graso/
kg de pienso seco)**

SFAs, sumatorio total de saturados; MUFAs, sumatorio total de monoinsaturados; n-6 y n-3 PUFAs,
sumatorio de los poliinsaturados omega 6 y 3 respectivamente, n-3 LC PUFA, sumatorio de los
poliinsaturados omega 3 de cadena larga. Los valores separados con una linea diagonal indican
relaciones entre acidos grasos o entre sus sumatorios. Los valores son expresados como medias +
desviacion estandar, n = 3. Nivel de significacién: indica las diferencias significativas entre los grupos,
* (p < 0,05) significativo; ** (p < 0,01) significacion alta; *** (p < 0,001) significacién muy alta.

117,72 + 2,88 140,39 + 6,86

Dentro de los n-6, vemos que el pienso DE aporta una menor cantidad de LA (18:2 n-6)
y posee un contenido relativamente alto de 4&cido gamma-linolénico (GLA, 18:3 n-6), que
es practicamente despreciable en el otro pienso. Por otro lado, observamos que el pienso
DC aporta el doble de n-3y n-6 LC-PUFA, incluyendo al EPA (20:5 n-3), DHA (22:6 n-
3) y ARA (20:4 n-6). Deebemos destacar también que en la dieta DE, el aceite de Echium
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aporta una gran cantidad de acido linolénico (ALA, 18:3 n-3) y de acido estearidonico
(SDA, 18:4n-3). Este ltimo destaca por ser poco comin en el mundo vegetal y por poseer
importantes propiedades beneficiosas para la salud humana, similares a las descritas para
el DHA (Rincon et al., 2015).

A pesar de haber sido disefiadas con caracter isolipidico, se observa en el pienso DC que,
por cada 100 gramos de pienso seco, tenemos 17,11 gramos de lipido, mientras que el
pienso DE aporta 19,7 gramos de lipido por cada 100 gramos de pienso seco. En general,
observamos que las principales diferencias entre ambos piensos radican en los niveles de
n-3y n-6 LC-PUFA, que son sustituidos en el pienso DE por sus principales precursores
de 18 carbonos (ALA y LA), ademas del OA, GLA y SDA, encontrandose éstos en unas
proporciones bastante equilibradas. La relacion OA/ALA/LA es casi 1/1/1, representando
el 39,91% del total de &cidos grasos, lo que convierte esta dieta en una alternativa
prometedora (Diaz Lopez, 2010; Tocher et al., 2006).

6.2 Andlisis de las clases lipidicas de células control.

Vemos en la tabla 2 la proporcion en % de area de las diferentes clases lipidicas de los 3
grupos dietarios en ambos tipos celulares. Se observa que no se producen diferencias
significativas con respecto al total de los lipidos polares y los lipidos neutros entre
ninguno de los grupos dietarios. Esto no se ajusta a lo descrito en otros estudios (Bell et
al., 2010; Saini & Keum, 2018; Apraku et al., 2019), donde por lo general, una carencia
en la dieta de n-3 LC-PUFA, inducida por la inclusion de aceites vegetales, esta ligada a
una caida de los lipidos polares, a favor del aumento de triglicéridos, por lo que, a priori,
se podria sospechar que la dieta no ha inducido a un desequilibrio lipidico en los tejidos

analizados.

Con respecto al lipido total, no se observan diferencias significativas en ninguno de los
grupos dentro de los enterocitos, pero si en los hepatocitos, donde el contenido graso es
muy superior en el grupo DE. Se aprecia también, en ambos tipos celulares, que los
niveles de triglicéridos se disparan en el grupo DE. Por lo que, a pesar de su perfil
equilibrado, la dieta experimental induce a un aumento del contenido lipidico total, que
se traduce también en un aumento del almacenaje del exceso de grasa en forma de

triglicéridos en el higado, efectos que se revierten después del lavado en el grupo DEC.
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Tabla 2. Cantidad relativa en % de area de las diferentes clases lipidicas y lipido total, medido en mg de

lipido/mg de proteina, de los tratamientos DC, DE y DEC en las dos tipologias celulares.

ENTEROCITOS HEPATOCITOS
Clases lipidicas DC DE DEC DC DE DEC
LPC 0,64 + 0,56 0,52 £ 0,54 0,87 £0,58 0,25+0,16 0,14 +0,15 0,20 + 0,05
SM 3,10+0,61 3,51 +0,63 3,63 +0,37 2,21+0,48 2,14+0,41 2,45 +0,38
pPC* 14,63 + 1,60 13,73+ 0,95 13,60 + 0,63 13,74 +0,46 a 13,44 +2,35a 16,31+1,33b
PS* 1,07 £0,70 1,10 £ 0,67 0,95 +0,75 0,78 0,66 a 1,57 +0,87 ab 2,06 +0,85b
Pl 4,44 £1,18 4,13 +£0,97 4,20 + 0,65 4,13 +£0,57 3,69 £0,75 4,47 £1,20
PG 5,41 +2,02 4,49 + 1,50 5,77 1,10 4,63 £1,79 4,18 +2,58 4,62 +1,48
PE 7,58 + 2,00 8,17 +2,32 7,35+1,25 8,68 + 2,49 8,14 +1,44 9,85 + 1,47
PUK* 2,99 +1,82 3,91+0,97 4,16 + 1,50 324+140b 1,19+0,72a 154+0,83a
TLP 39,87 + 4,86 39,56 + 2,41 40,52 + 2,86 37,65+ 1,40 34,49 + 6,89 41,50 * 3,44
MAG*** 5,52 1,50 3,95+ 0,74 5,17 £ 0,92 5,54 +0,87 b 3,06 +0,16 a 3,48 +0,40 a
DAG 1,67 + 0,80 1,54 +0,43 1,79+0,31 2,00 + 0,24 1,52 +0,38 1,75 + 0,40
CHO*/** 15,72 +0,95ab  14,94+136a 17,37 +1,94 b 12,22 + 1,35ab 10,14+1,77 a 13,36 +1,52b
FFA* 3,19 +1,35 2,51+0,75 2,73+0,43 463+1,12a 264+134b 4,74 £0,99 a
TAG**/*** 23,28+3/43a 31,38 +5,05b 24,13 +2.88a 29.35+295a 4390+6,47b 30,56 +3,51a
SE*/** 10,76 +4,33 b 6,11+1,69a 8,28 +1,87 ab 8,61+1,33 b 4,25+1,87a 4,62 +226a
TLN 60,13 + 4,86 60,44 £2,41 59,48 + 2,86 62,35 +1,40 65,51 + 6,89 58,50 * 3,44
Lipido/Proteina
(mg lip/ mg pro) 0,43 £ 0,16 0,43 +0,07 0,51+0,18 0,51+0,25 a 1,00+ 0,19 b 0,77 £0,17 ab
.

LPC, lisofosfatidilcolina; SM, esfingomielina; PC, fosfatidilcolina; PS, fosfatidilserina; PI, fosfatidilinositol; PG, fosfatidilglicerol;
PE, fosfatidiletanolamina; PUK, lipidos polares desconocidos; TLP, lipidos polares totales; MAG, monoacilgliceridos; DAG,
diacilgliceridos; CHO, colesterol; FFA, &cidos grasos libres; TAG, triacilglicéridos; SE, ésteres de esterol; TLN, lipidos neutros
totales; Lipido/Proteina(mg lip/ mg pro): valor en mg de lipido total por mg de proteina. Los valores han sido expresados como
medias + desviacion estdndar, n = 6. Nivel de significacion: indica diferencias significativas entre los grupos, * (p < 0,05)
significativo; ** (p < 0,01) significacion alta; *** (p < 0,001) significaciéon muy alta. Los datos separados por una barra diagonal
indican las diferencias significativas en ambas tipologias celulares, respectivamente (enterocitos/hepatocitos). Los valores sin barra
diagonal indican que las diferencias significativas s6lo se producen en hepatocitos. Las letras a, b y c indican la agrupacion de los
tratamientos en virtud de la presencia o ausencia de diferencias significativas, de tal manera que los valores de los tratamientos con
una misma letra dentro de una clase lipidica indican la ausencia de diferencias significativas (y viceversa) entre dichos valores.

Vemos que los niveles de fosfatidilcolina y fosfatidilserina no difieren significativamente
en los hepatocitos de los grupos DC y DE, potenciandose tras el lavado en los individuos
DEC. Teniendo en cuenta que, la fosfatidilcolina, ademas de cumplir funciones
importantes como fosfolipido de membrana, actlia también como reservorio lipidico de
LC-PUFA Cy (Diaz-Lopez, 2010), a priori, podriamos pensar que la deficiencia esta
produciendo cierta retencion selectiva de acidos grasos de cadena larga, que perdura en

los hepatocitos DEC incluso tras el lavado.

En general, estos resultados manifiestan, por un lado, que a pesar de que en los enterocitos
DE nos encontramos cierto aumento de triglicéridos, no se observan diferencias altamente
significativas en casi ninguno de los parametros de interés, lo que manifiesta una mayor
capacidad o necesidad del intestino de amortiguar los cambios lipidicos inducidos por la
dieta, que el higado, donde si se observa claramente la acumulacién de grasa descrita en
la bibliografia. Por otro lado, vemos que las alteraciones provocadas por la dieta DE no
solamente son regeneradas una vez le restauramos la dieta tradicional DC, sino que se

potencian algunos parametros de interés como los niveles de PC y PS.
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En definitiva, a pesar de los cambios observados en el grupo DE, los parametros de interés
no se alteran de manera significativa en comparacion con otros estudios, donde al
administrar una dieta vegetal se da una bajada notable de los LP y un aumento mas
dréstico de los TAG (Bell et al., 2010; Molina, 2016; Apraku et al., 2019). Esta tendencia
a una mejor homeostasis de los lipidos en tejidos metabdlicamente tan vitales como el
intestino y el higado podria explicarse por una proporcion equilibrada de los &cidos grasos
18Cen la DE, que estaria favoreciendo una actividad equilibrada de las esterasas (enzimas
inespecificas encargadas de la esterificacion de los &cidos grasos en las diferentes clases
lipidicas) y las lipasas (enzimas que se encargan de la escision del &cido graso de su
esqueleto hidrocarbonado y de su hidrolisis) sobre los lipidos dietarios (Stryer, 2007;
Nelson & Cox, 2009), haciendo que actlen de una manera mas equitativa entre una
variedad mas equilibrada y amplia de sustratos, facilitando, por tanto, el mantenimiento

de un perfil lipidico de acuerdo a las funciones fisioldgicas del 6rgano en cuestion.

6.3 Analisis del perfil de acidos grasos de las células control en los tres

grupos.

En la tabla 3 se muestra el perfil de acidos grasos de cada tipologia celular en cada
tratamiento. Se observa que el aumento de lipido total y triglicéridos en hepatocitos del
tratamiento DE coincide a su vez, con un aumento del contenido total de acidos grasos
por unidad de proteina, que bajan cuando retomamos su dieta tradicional.

Observando la tabla de piensos (tabla 1), vemos que la dieta DE aporta menor cantidad
de SFAs (saturados), que explica una caida de sus acidos grasos mas representativos, 16:0
y 18:0, en los individuos DE, restaurandose tras el lavado en el grupo DEC. En el conjunto
total de monoenos (MUFAS), nos encontramos un efecto interesante. Se observa que, a
pesar de que la DE aporta mucha mas cantidad de MUFAS, no se aprecian diferencias
significativas entre ninguno de los 3 grupos en el caso los hepatocitos, pero si en los
enterocitos, donde estos niveles disminuyen significativamente en el grupo DEC. Esto
manifiesta, por un lado, que ambas tipologias celulares son capaces de regular las
diferencias en el aporte de monoenos producidas por la dieta DE, y por otro lado, que la
aparente actividad lipolitica asociada al aumento de monoenos en la DE, permanece
incluso después del lavado en los individuos DEC, potenciandose en el caso de los

enterocitos.
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Tabla 3. Perfil de los diferentes acidos grasos, expresados en % de area, de enterocitos y hepatocitos en los individuos de los
tres tratamientos, y cantidad total de &cido graso, expresado en pg ac. graso/ mg proteina.

ENTEROCITOS HEPATOCITOS
Acidos grasos DC DE DEC DC DE DEC
SFAg***[** 3457+139¢c 2458+ 1,44 a 32,06+1,28b 34,18+ 0,52 b 26,51+129a 36,27 +6,89 b
16:0%***/** 18,51+ 1,02 ¢ 13,54 + 0,66 a 16,48+ 0,67 b 22,06+0,57 b 17,90+ 1,28 a 22,67+4,14b
18:Q***[*** 1250+ 1,15 b 8,08+1,08 a 12,05+1,30 b 9,73+0,63 b 6,37+0,80 a 11,27 +2,98 b
MUFAs**/ns 22,70+ 263ab  24,91+093b 20,69+121a 34,22 +2,49 34,99 + 3,04 32,02+2,79
16:1 n-7*/*** 285+031b 2,32+0,29 a 2,46 £0,42 ab 4,17+0,38b 293+034a 3,64+0,53b
18:1n-9 11,82 + 1,47 11,54 £ 0,35 11,10 £ 0,75 23,75+ 1,73 21,61+1,77 22,47 + 2,39
20:1 n-gr[Hs 0,88+0,11a 3,35+0,11b 0,89+0,12a 0,77+0,11a 2,83+0,31b 0,66 +0,08a
22:1 n-11%*/** 0,41+0,11a 2,42+0,26 b 042+011a 0,34+0,05a 2,02+£0,33b 0,22+0,05a
n-6 PUFAs*/** 12,09+ 1,98 a 15,28 + 1,00 b 14,32+ 0,90 b 7,79+0,33 a 11,64 £0,68 b 8,10 +£ 1,08 ab
18:2 n-6 ns/** 8,06 + 1,99 9,53 £ 0,86 9,01 +1,26 5,11+0,18 a 7,55+0,52 b 5,47+0,82a
18:3 n-G***/*** 0,16 £0,03 a 2,49+0,36 C 0,33+0,11b 0,25+0,06 a 227+£0,32b 0,36 +0,07 a
20:2 n-6 ns/*** 0,82+ 0,07 0,96 +0,12 0,89 + 0,07 0,39+0,04 a 0,52+0,06 b 0,35+0,05a
20:3 n-GF**[*** 0,20+ 0,06 a 0,36 £0,07 b 0,20+0,04 a 0,10+0,03a 0,16 +0,03 b 0,09+0,02a
20:4 n-G***[*** 2,32+0,37b 1,63+0,23a 3,17+0,46 ¢ 150+0,22 b 0,89+0,16 a 1,48+0,23b
22:5 n-@***[*** 0,38+0,05b 0,21+0,02a 052+0,15¢c 0,32+0,07b 0,17 +0,05a 0,28+0,03b
n-3 PUFAs*/ns  26,07+3,76a 33,63+0,49b 29,36 +1,49a 21,42 +£2,25 25,68 + 3,41 22,23+3,12
18:3 n-3***[*** 0,87+0,26 a 7,93+1,26¢c 1,65+0,30 b 0,56+0,04a 5,56+ 0,60 ¢ 0,91+0,15b
18:4 n-3x**[*** 056+0,11a 2,36+043b 0,75+0,11a 0,37+0,06 a 1,89+0,25b 048+0,10a
20:3 n-3 ns/*** 0,10 + 0,03 0,13+0,02 0,13 + 0,06 0,05+001a 0,12+0,03b 005+0,01a
20:4 n-3x**[Hw* 0,21+0,02 a 0,31+0,03¢ 0,26 £0,04 b 0,15+0,01a 0,24+0,04 b 0,15+0,02 a
20:5 n-3*/** 791+125ab 754+048 a 9,06 £0,90 b 589+0,48b 400+061a 6,03+0,86 b
22:5 n-3 **[** 0,79+0,13 b 0,64 +0,06 a 0,83+0,05b 0,64+0,06 b 0,51+0,05a 0,54+0,07 a
22:6 n-3 15,64 + 2,60 14,72+ 1,35 16,69 + 0,64 13,76 £ 1,86 13,36 + 3,44 14,05+ 2,17
n-3 LC-PUFA 24,64+ 3,73 23,35+ 1,60 26,96 + 1,41 20,49 £ 2,25 18,23 + 4,06 20,83 + 3,06
n-3/n-6 ns/** 2,17 £ 0,27 2,21+0,13 2,05+ 0,04 2,74+0,21b 222+034a 2,75+0,20 b
ARA/EPA**/ns 0,30+0,05b 0,22+0,03 a 0,35+0,06 b 0,25+0,03 0,22 +0,01 0,25+0,03
DHA/EPA ns/** 1,98 + 0,21 1,96 £ 0,19 1,85+0,15 2,33+0,27 a 331+034b 2,33+0,13 a
ACP(;ROA_\I_SO/ 90,69 + 37,71 116,70 22,35 73,97 + 21,42 168,78 +46,18a 496,61 +12831b 321,27 +120,24a

SFAs, sumatorio total de saturados; MUFAs, sumatorio total de monoinsaturados; n-6 y n-3 PUFAs, sumatorio de los poliinsaturados
omega 6 y 3 respectivamente, n-3 LC PUFA, sumatorio de los poliinsaturados omega 3 de cadena larga. AC GRASO/PROT: pg ac.
graso total/ mg proteina. Los valores separados con una linea diagonal indican relaciones entre los cidos grasos o entre sus sumatorios.
Los valores son expresados como medias * desviacion estandar, n = 6. Nivel de significacion: indica las diferencias significativas entre
los grupos, * (p < 0,05) significativo; ** (p < 0,01) significacidn alta; *** (p < 0,001) significacion muy alta; ns, no significativo. El
nivel de significacion se expresa para ambos tipos celulares, respectivamente (enterocitos/hepatocitos). Las letras a, by ¢ indican la
agrupacion de los tratamientos en virtud de la presencia o ausencia de diferencias significativas, de tal manera que los valores de los
tratamientos con una misma letra dentro de un acido graso indican la ausencia de diferencias significativas (y viceversa) entre ellos.

Con respecto a los n-6 PUFAs, resulta llamativo que a pesar de que la DC aporta méas
cantidad de LA (18:2 n-6), en los enterocitos no se aprecian diferencias significativas
entre los 3 grupos, mientras que, en hepatocitos, vemos que los individuos DE poseen
mayor proporcion de éste, por lo que podria haberse dado un proceso de almacenamiento
de LA en el higado. Observamos también que a pesar de que el pienso DE y DC aportan
la misma cantidad de 20:2 n-6, éste se encuentra en mayor proporcion en los hepatocitos
de la dieta DE, lo que podria suponer que se ha promovido una elongacion por Elovl 5
del 18:2 n-6 hasta 20: 2 n-6 en los individuos DE, en respuesta a la deficiencia dietaria
inducida para los LC-PUFA.
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Por otro lado, la dieta DC también aporta mayor cantidad de acido 20:3 n-6 (precursor
inmediato de ARA), sin embargo, son los individuos DE los que poseen mayor proporcion
de éste, por lo que es posible que se haya sintetizado también cierta cantidad de este &cido
graso desde su precursor 18:2 n-6, lo que supondria actividad A8 o A6 desaturasa.
Observando los niveles de ARA (20:4 n-6), nos encontramos una disminucion
significativa de éste en las células de los individuos DE y un aumento en los enterocitos
DEC. Esto manifiesta, por un lado, que los niveles de ARA aumentan tras el lavado en el
grupo DEC, y por otro lado, que la célula no es capaz de compensar éstos niveles en el
grupo DE, debido, o bien, a la ausencia de actividad A5 desaturasa, 0 bien, a una
inhibicion competitiva en la A5 con el EPA (Tocher, 2003; Castro et al., 2016).

Con respecto a los acidos grasos n-3, que son los que toman mayor relevancia en este
estudio, nos encontramos que el mayor aporte de ALA (18:3 n-3) y de acido estearidonico
(18:4 n-3) proporcionados por la DE quedan reflejados en el perfil lipidico, presentando
los individuos de este tratamiento una cantidad mucho mayor de éstos que los DC, si bien,
se observa que después del lavado, las cantidades de 18:4 n-3 vuelven a restaurarse,
siendo iguales en los grupos DEC y DC. Esto no ocurre en el caso de ALA, donde se
observa en los individuos DEC, tanto en enterocitos como en hepatocitos, que incluso
después del lavado, éstos siguen presentando cantidades significativamente més altas de
ALA, lo que evidencia una dinamica de fijacién diferente en los grupos producto de la
alternacion en la composicion lipidica de la DE. Observamos también un efecto
interesante del 20:3 n-3, ya que, a pesar de que ambas dietas contienen la misma cantidad
de este &cido graso, sus niveles aumentan significativamente en los hepatocitos de los
individuos DE, por lo que se puede sospechar, en virtud de lo observado, que existe
también cierta actividad Elovl 5, produciendo 20:3 n-3 a partir de ALA, de manera similar
a lo ocurrido con el 18:2 n-6. También vemos otra situacion llamativa en el 20: 4 n-3
(precursor inmediato de EPA), donde encontramos que los individuos DE poseen mayor
cantidad de éste, aun teniendo una proporcion menor en su dieta, lo que podria indicar
que se produce una elongacion directa del 18:4 n-3 aportado por el Echium o incluso una

desaturacion y posterior elongacion a partir del 18:3 n-3.

Como ya se ha dicho anteriormente, sabemos que la DE aporta la mitad de EPA (20:5 n-
3). A pesar de ello, en el caso de los enterocitos, observamos que los niveles de EPA no
difieren significativamente entre los individuos DC y DE. En el caso de los hepatocitos,

aunque si se observa cierta disminucion significativa de EPA en los individuos DE, ésta
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no resulta tan brusca en comparacion con estudios similares (Bell et al., 2010), por lo que
cabria pensar que, 0 bien el pez posee actividad A5, reparando con éxito las deficiencias
inducidas de EPA en los enterocitos, o bien, que se esta produciendo una retencion
selectiva de EPA. En cualquier caso, esta sintesis/retencidn parece incluso potenciarse en
ambas tipologias celulares una vez hecho el lavado, siendo los individuos DEC los que

contienen mayor cantidad de EPA que los DE y DC.

Se observa que a pesar de la deficiencia dietaria, tanto en los niveles de DHA (22:6 n-3),
como en el sumatorio total de los n-3 LC-PUFA no se encuentran diferencias
significativas en ambas tipologias celulares en ninguno de los 3 grupos, por lo que
podriamos sospechar que existe de nuevo una retencion selectiva de estos acidos grasos,
o lo que es méas improbable, que se estén sintetizando a partir de sus precursores, lo que

implicaria alta actividad desaturasa (A6 6 A4).

Centrandonos ahora en el indice ARA/EPA y DHAJ/EPA, observamos efectos
interesantes en ambas tipologias celulares. En el caso del primer coeficiente, vemos que
solamente se producen diferencias significativas en los enterocitos, donde observamos un
cociente mas bajo en los individuos DE que en los otros dos grupos, que no difieren entre
si. Esto implica, por un lado, que los enterocitos poseen mayores proporciones de EPA
con respecto a ARA que los hepatocitos, y por otro lado, confirma lo ya sabido, que ante
una deficiencia, toma relevancia la retencion de n-3. Observando el coeficiente
DHA/EPA vemos que las diferencias significativas se producen solamente en
hepatocitos, donde en el grupo DE encontramos un indice mucho mayor gue en los otros
dos grupos, que no difieren entre si. Si nos fijamos en las proporciones de DHA y EPA
por separado, vemos que este coeficiente tiene sentido, ya que en hepatocitos si que se
produce una caida de EPA, pero no de DHA, lo que manifiesta que la célula tiene mayor

preferencia a compensar sus niveles de DHA que de EPA.

Comparando este estudio con el realizado en dorada (Sparus aurata) en Diaz-Lopez,
(2010), observamos resultados similares, donde el aceite de Echium plantagineum, en
combinacion con una dieta a término, no solo no altera de manera significativa los niveles
de n-3 LC-PUFA, sino que llega a causar el efecto contrario, mejorando sus condiciones
fisiolégicas y disminuyendo los depésitos lipidicos plasmaticos y de grasa perivisceral
(Diaz Lopez, 2010; Tocher et al., 2006).

Estudios novedosos sobre expresion génica han demostrado que la lubina expresa el gen

Fad2 (que codifica para la enzima A6 desaturasa), en el higado e intestino cuando son
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sometidas a una carencia de LC-PUFA (Greay, 2012; Greay, 2010), pero es posible que
esta actividad esté inhibida por una composicion desequilibrada en la dieta o por el propio
aporte dietario de EPA y DHA, que desfavorece su sintesis, como ya se ha observado en
otros estudios (Giménez, 2017; Triana-Garcia et al., 2013). Por ello, es esencial que los
resultados expuestos hasta el momento en células control, se complementen con los del
seguimiento metabolico con marcaje radiactivo, utilizando los &cidos grasos precursores
de EPA y DHA, que confirmaran si existe o no actividad enzimatica elongasa/desaturasa

en las células vivas.

En general, los resultados obtenidos en el analisis de las clases lipidicas y el perfil de
acidos grasos de las células control, manifiestan que, los enterocitos, tienden a mantener
la homeostasis lipidica de manera mas eficiente, manifestando una mayor capacidad de
amortiguar la carencia de LC-PUFA que los hepatocitos. Esto puede justificarse debido
a que el caracter estructural de la membrana y la funcion biologica de los enterocitos
como agente osmorregulador e intermediario en numerosos procesos de sefializacion
celular obliga a mantener un perfil lipidico acorde a estas necesidades de una manera mas
imperativa que el higado, que si puede permitirse estas alteraciones, evidenciadas

principalmente en un mayor acimulo graso en forma de triglicéridos.
6.4 Andlisis de componentes principales del perfil de acidos grasos

El propdsito del ACP (andlisis de componentes principales) consiste en hallar nuevas
variables que sean combinaciones lineales de las variables originales, capaces de
caracterizar los individuos (pez) de una muestra. En los problemas tratados en este
trabajo, el nimero de componentes (nuevas variables) seleccionadas fue de 2, ya que el
porcentaje de informacion que acumulaban era lo suficientemente elevado. Asimismo,
hemos comprobado mediante la comunalidad (porcentaje de informacion acumulada de
cada variable, cuando el minimo de componentes elegido es 1, 2, 3, etc.), que 2
componentes son suficientes, ya que las variables originales quedan lo suficientemente

explicadas.

6.4.1 Componentes principales en enterocitos
En enterocitos, ambas componentes explican un 71,88% de la varianza total, donde la

componente 1 (CP 1) explica el 46,62% y la componente 2 (CP 2) explica el 25,254%.
La CP1 1 se correlaciona positivamente con todos los precursores de 18 carbonos n-6 y
n-3, incluyendo también a 20: 4 n-3 y monoenos como el 18: 1 n-9y 22: 1 n-11, y se

correlaciona negativamente con los saturados (16:0 y 18:0), con n-3 LC-PUFA como
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20:3 n-3, 22: 5 n-3, EPA y DHA, y con n-6 LC-PUFA 20:5 n-6 y ARA, mientras que la
CP 2 esté correlacionada negativamente con los saturados 16:0 y 18:0, con los monoenos
16:1n-7y 18:1n-9y conel LA (18: 2 n-6) y el 22:5 n-3, estando los demas &cidos grasos

correlacionados positivamente con esta componente.

En la figura 3 se muestra la agrupacion de cada individuo dentro de las componentes. Se
aprecia claramente como los DE quedan englobados en un grupo (circulo rojo) mientras
que los individuos con las otras dos dietas, la DC y la DEC en otros dos grupos mas
cercanos entre si (circulo azul y circulo amarillo, respectivamente). Vemos que, pesar de
que los individuos DC y DEC quedan englobados en diferentes grupos, poseen una zona
de interseccion (circulo verde), por lo que las alteraciones inducidas por la dieta DE
quedan representadas en las componentes, que clasifica a los individuos del grupo DEC
bastante proximos al DC, mientras que los DE quedan muy alejados de estos valores. Se
podria suponer que las pequefias diferencias entre DEC y DE pueden manifestar, tal vez,
el efecto potenciador en los enterocitos tras el lavado, puesto que vemos que no se
aproxima a los valores de la CP 1 en la DE.
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Figura 3. Puntuaciones factoriales (co?;;;onente 1y 2) de los enterocitos a
partir de la composicién de cidos grasos en funcion de la dieta.
6.4.2 Componentes principales en hepatocitos

En hepatocitos, ambas componentes explican un 81,25% de la varianza total, donde la
componente 1 explica el 54,63% y la componente 2 explica el 26,62%. La CP 1 se
correlaciona positivamente con todos los precursores de 18 carbonos n-6 y n-3,
incluyendo también a PUFAs como 20:2 n-6, 20:3 n-6, 20:3 n-3 y 20:4 n-3, los monoenos
20:1 n-9 y 22:1 n-11 y el DHA (20:6 n-3), correlacionandose negativamente con los
saturados (16:0 y 18:0), con los monoenos 16:1 n-7 y 18:1 n-9 y con algunos de los LC-
PUFA como ARA (20:4n-6), EPA (20:5 n-3), 22:5 n-6 y 22:5n-3. La CP 2 esta
correlacionada negativamente con todos los precursores n-3 y n-6 de 18 carbonos, con el

saturado 16:0, con algunos PUFAs como 20:2 n-6, 20:3 n-6, 20:3 n-3 y 20:4 n-3, con los
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monoenos 20:1 n-9 y 22:1 n-11, con el LA (18: 2 n-6) y el 22:5 n-3 y se correlaciona
positivamente con el saturado 18:0, con los monoenos 16:1 n-7, 18:1 n-9, con LC-PUFA
como ARA, EPA, DHA Y 22:5n-6y 22:5 n-3.

En la figura 4, se representa la agrupacion de cada individuo dentro de las componentes,
donde se aprecia claramente como los peces DE quedan englobados en un grupo (circulo
rojo) mientras que los DC y DEC quedan englobados en otro grupo unico (circulo azul).
Esto manifiesta las mismas conclusiones que en enterocitos, pero, en este caso, tanto las
deficiencias inducidas por la dieta DE como el lavado del tratamiento DEC quedan
representados en las componentes de una manera mucho mas evidente, que clasifica a los
individuos del grupo DEC y DC sin distincion, quedando los DE bastante alejados de

estos valores.

T

20000

crP2

300N 3 BOCH 1 00000 DO 1 00000 2 0000
CcPi

Figura 4. Puntuaciones factoriales (componente 1y 2) de los hepatocitos a
partir de la composicion de acidos grasos en funcién de la dieta.
6.4.3 ANOVA de las componentes en ambos tipos celulares

Como se puede observar en la tabla 4, el analisis de ANOVA de las componentes nos

confirma lo ya comentado en apartados anteriores.

Tabla 4. ANOVA de las componentes principales en enterocitos y hepatocitos

ENTEROCITOS HEPATOCITOS

Componentes DC DE DEC DC DE DEC
CP1**/** -0,29+0,21a 1,14+0,19b -0,86%+0,23a | -043+0,11a 1,17+0,17b -0,74+0,32a

CP2**/ns -094+0,26a 068+021b 0,26+0,41a 0,66 + 0,22 -0,66 +£ 0,28 0,001 +£0,51

CP1, componente 1; CP2, componente 2. Los valores son expresados como medias + desviacion estandar, n = 6. Nivel de significacion:
expresa que existen diferencias significativas entre los tratamientos, * (p < 0,05) significativo ** (p < 0,001) altamente significativo; ns, no
significativo. El nivel de significacion se expresa para ambos tipos celulares, enterocitos/hepatocitos. Las letras a, b y ¢ indican la agrupacion
de los tratamientos en virtud de la presencia o ausencia de diferencias significativas, de tal manera que los valores de los tratamientos con una
misma letra dentro de una componente indican la ausencia de diferencias significativas (y viceversa) entre ellos.

Tanto en hepatocitos como en enterocitos vemos que en la CP 1 se producen diferencias
altamente significativas en el grupo DE con respecto a los otros dos, siendo similares DC
y DEC, que los reconoce un mismo grupo. Vemos en la componente 2, que en los

hepatocitos no se producen diferencias significativas en ninguno de los 3 grupos, lo que
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manifiesta cierta similitud con respecto al perfil lipidico entre los individuos de los 3

tratamientos.

6.5 Andlisis de la incorporacion radiactiva (INRAD) y de la esterificacion de

acidos grasos radiactivos en las clases lipidicas.

En la tabla 5 y 6 se representa el patron de incorporacion y esterificacion de los acidos
grasos radiactivos LA, ALA y EPA en el lipido total (INRAD) y sus diferentes clases
lipidicas, para cada uno de los tratamientos y tipo celular, analizadas mediante ANOVA
de dos vias. Se adjunta también como anexo 1, una imagen de las diferentes placas para
aportar una vision general sobre este patron de bandas radiactivas y facilitar asi la

compresion de los resultados.

Por lo general, salta a la vista en los datos de incorporacion radiactiva al lipido total, que
los enterocitos asimilan una cantidad méas alta de los tres acidos grasos que los
hepatocitos, especialmente de los acidos grasos de 18C, probablemente, porque su
funcién bioldgica como agente receptor y transportador de nutrientes les dote de
mecanismos que permitan su incorporacién con mayor facilidad en las 2 horas de

incubacion a que se sometieron ambos tipos celulares.

No se observa interaccion de los factores (dieta y acido graso) en el patron de
esterificacion de las diferentes clases lipidicas, si bien, si que se aprecia interaccion en la
incorporacion radiactiva de los hepatocitos, donde los individuos DC poseen mayor
preferencia de incorporacion de EPA que el resto, lo que parece indicar que la dieta DC
optimiza la absorcion de EPA con respecto a los otros acidos grasos incorporados, sin
observarse esta tendencia en la DE ni DEC. Teniendo en cuenta que la dieta DC aporta el
doble de EPA, a priori, cabria esperar que la deficiencia inducida por la DE
desencadenase mecanismos para una optimizacion de la absorcion de éste, sin embargo,
nos encontramos en la situacion inversa, donde el descenso en la captacion de EPA
perdura en la célula incluso después del lavado con DEC. Una posible hipotesis que
podriamos plantearnos ante esto es que al encontrarse mayores niveles de EPA en el
pienso DC, existe también una mayor probabilidad de que se incorpore en la célula, y que
el mayor requerimiento de este &cido graso, descrito en el medio marino, genere su
movilizacidn continua. Sin embargo, el posible efecto de retencion selectiva de n-3 LC-
PUFA vya descrito, por parte de los individuos DE ante la deficiencia inducida, podria
afectar a su movilizacion neta a otros tejidos, desencadenando mecanismos moleculares

que dificultan la entrada de EPA en la célula, y que perduran incluso después del lavado.

25

——
| —



“SOT[= a;u2 H-wm.HU.sUm.# ..ru_ ﬂﬁ.ﬁm#ﬁumﬂﬁnm 1S SETOU2I2JTP 2P ETOUISNE E] WEITPUT 2yumanodiod EUN 2P ONIap EX2] EUUSTUT EUN 0D SOJUITIOE]ET] SO 2P SOIJO[EA SOT onb erouEm TE1 2P SEANED

TS SETDU2I2]TP o0 ETOWISNE

0 eroussasd ] op pruiia U2 SOJISTIUEIED SO] 3P UQIDEdNISE B] WEDIPUT 2 £ § T SEND] SE7] WOIIOEINN op erou=sard ] tod o[qery erxauew ap rednise spand 25 ou anb 21put () JO[EA [H “S3I0I0E] 2IJU2 TUOTIOEIZUT
fINI Wdd dd Jo2tme[our] ‘¢ ‘odiajour] g jonuoed-Tejusuniadxa eletp ‘Od [Rluswmiadxa B121p g JOIUOD BISTP S0 JSEIA SOP 2P WAONY B[QEL “EIISeu U2 A B[NIsniEm ENQ] U0 UEIUasaIdal 95 saI010E] amua
SAUOID0EIZUT SE| SEANEDIIUSIS SEIDUIILIP UR]STX= 0U "N ‘S0dIUs SO[ ap OUN SOUST [E US SEATJEDIJIUSIS SEIDURIRJIP UR)STXR (S () = &), Sodrus sof anu= SEANEDIIIUSTS SEIDU2II]IP Us1STXa anb EIpUl JUOIDEDIUETS
ap [AATAN] "0 = T “IEPUE]IS2 UOIDEIASAP = SETPSWI OWIOD UESaIdXa a5 S2I0feA SO "E[N[22 B[ ap Te10 opidi] [e eaTDETpEI UoTdEIodIoout “(TwyNT seoTe1e samjod sopidl] ‘gL TEW[OI[IPUESCT ‘Dd “BULIasS[IPTEJsOT
‘Sd [ONSOUIIPTIEISO] “Td ([IRJNEIIPHEFSCF "D EUITIE[OUEISIPHESO] “Hd 'S°[E10) Sonnsu sopidl] ‘N'LL “SOPHROIS[IEOUOW "N SOPHUSI[S[ISEIP "DV SeIqI] SOSEIS SOPINE "y id SSOPHISIE[IE "DV L

d3-2 (g=)? (T)q (ge 0 mmnwmhmmﬁm_ —— M.Q,ﬁﬁ VLE ﬂmnm.Eu COEFETFL 98T T BFOL LEOL FOTTI9 | €9TFO00ET  TLTFLL8TT 0E6E = TF FIT AV ANI
SN (a=)a (£ “The (2)a (Tqe (DF)e | ®og'eF0ccl QOTT=FLEIT  MELOFERPT | BLOE=LE0T  AROFEF+TTI AOFeFTHIFT | BIEPT8c's QB LT = €06 q 9F° T = 9T =dIL
SN (a=)q (£ “Tre DqHha e BTECFLEOT QEORTTFBOET  YELTFILECT | BFEEFCED RO FHLL QaTEFaYe | BEEFELT BT FLTC qor T FOI'E wod
SN SN SN LT0F9T0 00 = TFO DE0 F SED ST°0F LTO C10 F9T0 g1°0 F €T0 60°0 F LT'D 110 7 8T°0 90°0 F 0T0 Sd
SN (a=)q (£ “Te DO@q (F De B 0FOTL o L9°0 F 18°T QITTFOFE | BOCOFLED qe §7°0 F £9°0 qQIToFaL0 | Ber0FE00  EIIT0FOL0 qiTOFITT =Id
SN SN (2 (Tqe (OT)e EIT0F 90 EQI0=CF0 qQITFOFTE0 | 4B €TOF vE0 L e o] QTI'0F 80 | BOT0FCE0 QB ETOF 90 q 10 F 670 =Dd
SN (a=)a (£ “The (Ta (D)qe (DT)e B 000 F I0T o £9'0 Fog'e Qe QI'T =997 | ®ELE0F 180 qcH0FerT Qe CEOFFE0 | BEEFOFEOT Aa&T0F Ol Qe 00 F 1271 =Hd
SN (£°7)q (ae (oEq (e (D)e | QOT9FO0CrE QRO TFEFSL BELOTINEL | A 9EFEFe8 QEOFEFOLLE ®OFETORCE | QTEFFIFI6 QELTFLEOS EOF T F CELE =NTL
SN (T (33 “cle SN ¥S0F S0°T LOTT =161 £TT F €F°E 19°0 F TH'T LO'T =661 60°T FSIT COTF S¥'F 00°T F £0°C TEOFCEF DVIN
SN (Dq (e (gT)e D ‘T (DF)e BCH T FILLT q el Fe0's qQOTTFOI'E | BOTU T F6LT q I+l F L0t qeR0FeRe | BI90FCIE AP I FO08'F QELOFITF =DV
SN SN (oma (Da= (D) 0T =09F] QES9LTO6E  BISTFPLE | QS6IFIFIE QEESIF6I0T ESEF8=9CCI | A6°0CFOC9F 9EL9I =L°ST ®PEL F9T6T x WA
SN SN SN 0F° 0T F 0£°T9 LT IO 61°6 FLO'TO 6L°LT F ¢80¢ 6T°01 = 10°6€ LCTLFEO'10 | 9T0T FOFFF  68°LT FICIS 30°L F 60°0C Dﬁ%

INI  dHStgsag DESAI D oFa g2a oda oda a oa DHA aa oa mwwmm%

OSVID DV VIHIAQ VdH £Ug8l 9-u T 81

SELA SOP 3P VAONV

‘Sd “TONSOUITPTIEISOF Id [[OILONS[IPHIEISCO] "D d "EUNUE[OUEIS[IPHEISC] "Hd "so[e10) sonnau soptdi] “NIL

"EJJE IP 04 U opesaadxe ‘sojroojedar us seorprdl] SOSED SIS UI SOAIDEIPE
SOSEIS SOPIOE 2P UWOIDEIPLIANSI £ 7 . (-euRjoad ap peprun . jomd us opesaadxs ‘[e10} opidy] [& BARREIPEI HoPEIodI0IW] B] 2P SEIA SOP 3p VAQONY "9 B[qEL

“SO[[@ 2HUS (ESISAS0IA &) SEATIESIJIUSTS SEIQUSISID 2P EIJUSSNE B] UEDIPUT ECTPIQT] 95E[2 EUN op OHNUSp BI19] EMUSITH EUN 02 SOINITIEIET] 0] 9P S2J0[EA 50] 2N EJoUEld [E] P SEANESIUSTS
SEIDURIIIP Sp BIOUDSNE O BIDU2SsXd B 2p pryiia U2 SOJUSTIUEIET SO] 2p UOTdBRdnISE B] UBDIPUT 2 4 § P SEN2] SB] U0mIElm ap erouasaxd ] Jod ojqen erouewr op rednife opand os ou 2nb sarpur  J0[EA
TH "S2I010E] NS WOIIDEINW “INT Vdd “dd ‘021ue[oun] ‘¢ lode[ow] ‘7 jjenucs-Teiuswiradxe ele1p “OF emswiradis El91p g J[ONU0od BISTP SO (SEFA SOP 2P WAOMNY E[GEL "ENISou us A BnOsnAETT ENS] TOD
ueyur2£21dor 95 S2I0J0E] SNUD SIUOIDIEIAIUT SB "SEANEDIJIUSTS SETOURIDITP U2ISTXD OU "GN ‘s0dnis sof op Oun SOUSW [B U2 SEANEDIJIUSTS SEIDUIIJIP U2)STX (00 = &) 5 "S0dnIF sO[ 20U SEATIEIJTUSTS SEIDUSIJIP
EJTPUT [UQIJEDHIUSIS 2P [SAIN © = U “JEPUE)S? UDIDEIASIP T SEIPSWI OWIOD UEsaIdxs 25 S2J0[EA SO EANDEIPEI uotdelodIoowt (v NI ‘so[e1c s22ejod sopidl] " L1 “EUmod[ipREIsC] “Dd "EULISS[IPHUEso]

1SOPHIRONS[FOECTIONE “H W SOPHRS[INEIP "DV ‘S21q1] SOSErd SOPIOE "o SOPURONEIE "DV .L

- L78% [y ‘0c Lo o LR e ®05° T LI
SN SN @aae | Gy + a8 “liteer o < Loore M = 85101 lecee Sorocr  <CIVANI
SN EZaqiree (b aaq@DeE qQECFFITrPF BOSTFOFNCE GAFELFTEOTF [ATHFCTFEEFT BEOTFFeFl QEIOFIVIT | ACCCFEECT ®BEOEFEILT A +I°L F089T =dTL
SN (azlq(T’ele D Daq(@e qQEESFFCCIE BOUTFLICE MQODCFOSST |[A6IFFOFLI ®STTFEPOI OQLI'FFLEC] | A6LEFFLOI BOUTFISOI WECCFEELlI *x0d
SN (@z)alzel e (oa)qe(D)qiT e | qesT’'o=8+F0 ® 10080 arFo=090 | arr'o=s810 ECOOF600 QAEII0=L1°0 | 9% 80°0 = 1T LA ] ATI0=FETO =5d
SN (aar (ziqigle (oao)aqimxe qe 0L'0 F 98 F ®FL0FCE QT FFOE q LFO0FEET ® o0 F RS Q81T =+6T q <0 FTEE ®TLOFEST qQET'T FFE°E =1d
SN SN baoa@e qQLF0FO0IT BLTOFEI0  AFTOFLIT qQECOFES0  BEIOFTHFO  AOS0OFLOT TEOF00T BILEOFOL0  AFLOFOTL = Dd
SN (@@ alzrele SN FI° T FCEE 6670 FTTE LFTF16€ FLOFPET CE0 F €60 ISOFIIT CTT=CIT LTOFTET LE0OFFOT Hd
SN (Tcha(da) e (@aaoe EREF FRLCC AOSTFFCPY  EBRELFICLC | BIFCFIOCL AESTFOOCE EBEIOFRELL | BCCCFCIPL A E0°EFLBTS  ®BFITL FOTEL =NTL
SN SN SN 96'0 F6TT 0L°0 = S6°T 9" T FIET TF0 =891 CLOFEET ITT FvET LEOFEIT 950 F 0T TEOFERT DVIN
SN (Tealade SN 8<0F01°€ €0°T F €9°T Ol F6TE 8970 F 16°€ ETTFELE LEDFLO°E +L0F80F TS0 F8LE SF 0 F C9E DVAa
SN (Teiqidale (b aaq@DeE q I+ 1 F00°T ®GE0FCE0 qE0FETT q+o'E FCRE EFLOFOTT q 10°E = 80°¢ q 80°E F 6L°¢ B ILOFCTT qQOTTF 19T * WAL
SN (Telalda e (@aloaoe EQOCFOro9r QUITFEFICUC EBOCBFEGEr | BCARFIFEY  AOFTFEIGL EAIRFO0LCY | EFORFICI9 A I0EFCCEL  EBOORFLCTY *Oﬁ%
INT dH SA £ sA T DAFLFI D JHA Ha oa JHA Ha oa JHO Ha oa mMM..HwU.-._
QSVHD OV V.IHIA YdH £ g BT 9o 7 81

SEIA S0P 2P VAQNY

"EJJAE IP 94 U opesIAdX ‘S0)r00a21us e SedIpIdI] SOSE[D SIS WA SOATIDEIPEI
SOSEIS SOPIE IP UOEIPLIFISI A 1.7 . eulsyoad ap peprun . jouad us opesaadxa ‘Tejol opidi 8 BAnOEIpET ToIORI0dI00W] B] 3P SEIA SOP 3P WAONY 'S BIqEL

]
26 |

(
.




Centrandonos en el patron de esterificacion en enterocitos, se observa una tendencia
general de los acidos grasos 18:2 n-6 y 18:3 n-3 a esterificarse de forma preferente en
triglicéridos, especialmente en el grupo DE, lo que coincide con las conclusiones
obtenidas en el apartado 6.2 y con lo descrito en la bibliografia. Si bien, en hepatocitos,
no se aprecian diferencias significativas con respecto a los niveles de incorporacion en
triglicéridos en ninguna de las dietas y en ninguno de los &cidos grasos, lo que supondria
que el EPA también se esté esterificando como triglicéridos en igual proporcion,

independientemente de la dieta suministrada.

Con respecto al nivel de acidos grasos libres, en el caso de enterocitos, tenemos niveles
significativamente mas bajos en la DE con respecto a la DC y DEC, siendo LA y ALA
los que se encuentran en mayor proporcién. Esto sugiere, por un lado, que el grupo DE
esterifica mayores cantidades de &cido graso que los otros dos grupos, y por otro lado,
que todas las dietas incorporan a sus clases lipidicas cantidades significativamente
mayores de EPA que de LA y ALA. En el caso de los hepatocitos, encontramos que no
se observan diferencias significativas con respecto a los niveles de acidos grasos libres,
si bien, si que se aprecian diferencias entre los 3 tratamientos, donde vemos que el grupo
DC es el que incorpora mayores cantidades de acidos grasos a las clases lipidicas que el

grupo DEC, encontrandose DE en una situacién intermedia.

Si se observan los lipidos polares, en enterocitos, vemos un patrén de esterificacion
inverso al de los lipidos neutros, donde es el EPA el que tiende a esterificarse en los
fosfolipidos en mayor cantidad, encontrandose proporciones significativamente mas altas
de éste que de los otros dos &cidos grasos, y siendo, en todos los casos, los grupos DC y
DEC los que lo incorporan a fosfolipidos en mayor proporcion.

Observando ahora los hepatocitos, nos encontramos la misma tendencia a esterificar el
EPA en los fosfolipidos de membrana en mayor proporcion que LA y ALA, excepto en
fosfatidilserina, donde no observamos diferencias significativas en ninguno de los dos
factores. Si nos fijamos en los niveles de incorporacion radiactiva a la fosfatidilcolina,
vemos que estos superan con creces a los de los otros lipidos polares, 1o que sugiere que
también esté actuando como reservorio de acidos grasos poliinsaturados, teniendo en
cuenta que, a la vista de los resultados, son estos acidos grasos los que tienden a
esterificarse en mayor proporcion en los fosfolipidos de membrana que los precursores

18C, los cuales, tienden a almacenarse en forma de lipidos neutros, principalmente de
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triglicéridos. Ademas, este almacenamiento se intensifica cuando le sometemos a una

carencia de LC-PUFA con la dieta DE, lo que confirma lo sefialado en el apartado 6.2.

6.6 Andlisis de la actividad elongasa y desaturasa en el metabolismo

mediante seguimiento radiactivo.

Debido a que las placas TLC deben estar un tiempo prolongado impresionandose (para
detectar las bandas de los productos radiactivos) y no se dispone de un nimero fiable de
muestras, se aporta una imagen sobre la que se explicard, de manera cualitativa, las
principales tendencias observadas con respecto al metabolismo de los acidos grasos n-3
y n-6 PUFA.

ENTEROCITOS
18:2n-6 18:3n-3

HEPATOCITOS

18:3n-3

Figura 5. Patron de bandas de seguimiento radiactivo en placa TLC de los 4cidos grasos donde se han cultivado

los diferentes tipos celulares. La banda oscura mas gruesa indica el acido graso con el que se ha cultivado (AL,
ALA o0 EPA), las otras bandas de menor tamafio indican la transformacion del acido graso por la actuacion de

elongasas o desaturasas. Imagen tomada y editada por Nieves Guadalupe Acosta.

Como se observa en la figura, la actividad metabdlica de PUFAs se hacen algo mas
evidente en enterocitos y en el grupo DE, debido a la deficiencia inducida y a su necesidad
de compensarla. Asimismo, al tratarse en su mayoria de bandas situadas inmediatamente
por encima del sustrato, se evidencia que la mayor actividad se corresponde con

elongacion y no con una desaturacion.

En primer lugar, vemos que ambos tipos celulares poseen actividad Elolv 5, que se
manifiesta con la presencia de una banda de 20:2 n-6, sintetizado a partir del LA
radiactivo incorporado, otra banda de 20:3 n-3 y 22:3 n-3, elongados a partir del ALA
incorporado y otras dos bandas en las placas de EPA, donde se produce una elongacion
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de éste hacia 22:5 n-3, que se elonga a su vez a 24:5 n-3. Todo ello concuerda con la
actividad elongasa que se habia postulado para ciertos productos presentes en las células

control.

Por otro lado, no se observa la presencia de actividad AS, ya que no observamos ninguna
banda de EPA ni ARA a partir de sus precursores en ninguna tipologia celular, sin
embargo, tal y como se habia descrito en estudios previos (Greay, 2012; Greay, 2010),
vemos que si existe actividad A6 en la lubina, puesto que se observa una banda de
desaturacion del 18:2 n-6 incorporado, correspondiente a 18:3 n-6 en los omega 6 y, de
manera similar, otra en los n-3, donde se ha sintetizado 18: 4 n-3 a partir de 18:3 n-3. No
obstante, se observa que no se ha producido una elongacion y desaturacion final A6 hacia
la sintesis de DHA en la placa cultivada con EPA, lo que sugiere, por un lado, que se esté
produciendo una inhibicién competitiva a nivel de sustrato con el 18:3 n-3 o bien que la
enzima actle de una manera preferente hacia 18: 3n-3 (Diaz-Lo6pez, 2010). En todo caso,
que los niveles de DHA no difieran significativamente entre los tres grupos a pesar de la
deficiencia dietaria, no puede explicarse por una sintesis compensatoria de DHA a partir
de sus precursores, ya que se evidencia que la enzima no tiene actividad en los dltimos
pasos de la ruta, al igual que 1a A5. Ello implica que la teoria mas acertada, barajada a lo
largo de la discusion, es que se esté dando una bioacumulacion selectiva, sobre todo de
DHA, por parte de los tejidos, todo ello facilitado por el equilibrio n-6/n-3 que ofrece el
aceite de Echium y que ha permitido amortiguar sustancialmente el 50% de sustitucién

de LC-PUFA de origen marino por PUFA de origen vegetal.

7. CONCLUSIONES
1. La sustitucion de un 50% del aceite de pescado por aceite de Echium no afecta
de manera significativa a los niveles de EPA y DHA de los hepatocitos y enterocitos de
la lubina, por lo que este aceite 0 mezclas de aceites vegetales n-6/n-3 equilibradas,
podrian disminuir el indice FIFO sin disminuir las propiedades beneficiosas del pescado,

suponiendo una alternativa sostenible en la elaboracion de dietas para acuicultura.

2. El seguimiento metabdlico de los &cidos grasos 18:2 n-6, 18:3 n-3 y EPA
marcados con *C radiactivo confirma que la lubina posee actividad A6 desaturasa, si
bien, ésta no parece ser suficiente, ni encontrarse activa en los ultimos pasos de la ruta, al

no detectarse la sintesis de DHA a partir de EPA.
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8. CONCLUSIONS
1. A 50% substitution of fish oil by Echium oil does not significantly affect the
EPA and DHA levels in European seabass hepatocytes and enterocytes, therefore, this
oil, or other vegetable oil mixtures with a balanced n-6 / n-3, could help to decrease the
FIFO ratio without reducing the beneficial properties of fish, being a good alternative in

the development of sustainable diets in aquaculture.

2. The radioactive monitoring of 18:2 n-6, 18:3 n-3 and EPA fatty acids with
14C confirms that the European seabass have a poor A6 desaturase activity, that could be

inhibited in the last steps of the rout, where no performs the synthesis of DHA from EPA.
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11. ANEXO 1
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Figura complementaria 1. Patron de esterificacion en placas HPTLC de los cidos grasos radiactivos en
sus diferentes clases lipidicas. Las marcas oscuras indican la presencia del acido graso radiactivo en sus
clases lipidicas correspondientes. Imagen tomada y editada por Nieves Guadalupe Acosta Gonzélez
12. ANEXO 2.

EFFECTS OF DIETARY FISH OIL SUBSTITUTION BY Echium OIL ON ENTEROCYTE AND
HEPATOCYTE LIPID METABOLISM OF EUROPEAN SEA BASS Dicentrarchus labrax (Linnaeus,

1758)
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Introduction

The major carnivorous fish species farmed in Europe have traditionally been fed diets based
on fish meal and fish oil (FO). Therefore, the replacement of FO with vegetable oils (VO) in
aquafeeds is a viable alternative for the sustainability of the aquaculture industry. The poor
ability of marine fish to convert Cis polyunsaturated fatty acids (PUFA) to long chain PUFA (LC-
PUFA) such as 20:4n-6 (ARA), 20:5n-3 (EPA) and 22:6n-3 (DHA), together with the fatty acid
profile of VOs, lead to important changes in the fatty acid composition of flesh of fish fed VOs,
and therefore in its nutritional value, which include decreased n-3 LC-PUFA and increased total
fat and linoleic acid (18:2n-6, LA) contents. For these reasons, replacement of dietary FO must
be approached with caution. In this sense, the Echium genus (Boraginaceae) seed oils, Echium
oil, has an interesting fatty acid profile with a good n-3/n-6 PUFA balance and a high content of
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unusual fatty acids, (stearidonic acid, SDA and y-linolenic acid, GLA) that have competitive and
inhibitory effects in the production of proinflammatory eicosanoids derived from ARA.
Enterocytes and hepatocytes play critical roles en lipid metabolism including uptake, oxidation,
conversion of fatty acids and the supply of LC-PUFA to the other tissues. Therefore, the aim of
this study is to evaluate the effects of 50% substitution of dietary FO by Echium oil.

Materials and methods

Sea bass juveniles with an initial body weight of around 150 g were distributed into 9 tanks.
Three of them were fed a commercial diet (CD), containing FO, during the whole experiment, 7
months. The other six ones were fed an experimental diet (ED) with 50% FO and 50% VO, during
4 months, that was the time in which VO composition was reflected in the muscle. Thereafter,
three of these tanks continued receiving the experimental diet (7 months in total) while the
other three turned back to the commercial diet (experimental-commercial diet, ECD) to the end
of the experimental period. Fish were fed ad libitum, reared under constantly flowing
seawater, and natural photoperiodat19-19.5 °C. At the end of the experiment, the individuals
were slaughtered by a sharp blow to the head, individually measured and weighed. Samples of
blood, muscle and several tissues were taken for biochemical analysis. In addition, samples of
intestine and liver were collected to isolate enterocytes and hepatocytes respectively. Part of
both cellular suspensions were incubated with 1*C radiolabelled fatty acids to perform fatty acid
metabolic studies, and the other were used to carry out the control lipid profile studies. The
entire experiment was conducted in accordance with the Spanish law in BOE 8th April 2013 for
protection of experimental animals.

Results

The metabolic studies using radiolabelled fatty acids indicated that although desaturase delta 6
activity is present it is not directly implicated in EPA conversion to DHA, but in the conversion of
18:2n-6 to 18:3n-6 and of 18:3n-3 to 18:4n-3. Elongation activity was evident for several
substrates and no delta 5 activity was detected.

After 7 months of experiment the control fatty acid profile of enterocytes and hepatocytes were
analyzed and no significant differences in DHA, n-3 LC-PUFA levels and n-3/n-6 index were found
between the 3 treatments. The lipid classes profile of control cells was also analized and there
were not significant differences in total polar lipids, although there was an increase in
triglycerides in ED fish group.

Discussion and conclusions

Although the DHA level in the experimental diet was half that of the commercial diet, and there
is no DHA production from EPA, it seems that the Echium diet has induced a selective retention
of DHA. Our present results suggest that the balanced n-6/n-3 composition of Echium oil
provides a compensatory effect on the fatty acid metabolism and tissue deposition similarly to
that reported for Sparus aurata by our group (Diaz-Lopez et al., 2009; 2010).

The balanced composition of Echium plantagineum oil not only did not affect the DHA levels in
sea bass but enhanced some parameters of interest like polar lipids and LC-PUFA after returning
to the control marine based diet. Echium oil might be considered as a more sustainable
alternative to other VO in animal diets, providing a health prometing profile for human
consumption.
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